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(57) Abstract: The invention relates to a microscope comprising a microscope housing (18), an optics system (16) consisting of at 
least one lens system that contains at least one respective lens (48) and is positioned at one end of a passage (19) of the microscope 
housing (18), at least one observation device, in particular an ocular, located at the other end of the passage (19), an illumination 
device, whose light forms at least one illumination beam (44), originating from a plane of incidence (45) that vertically intersects 
the passage (19), said beam traversing the lens system and striking an object carrier (36) at a predetermined angle (p). According to 
the invention, the illumination beam or beams (44) originating from the plane of incidence (45) is/are provided by an optical device, 
whose cross-section lying in the vicinity of the passage (19) is substantially smaller than the cross-section of said passage (19). 

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Mikroskop vorgeschlagen mit einem Mikroskopgehause (18), einem Objektiv (16) aus min- 
destens einem jeweils mindestens eine Linse (48) umfassenden Linsensystem an einem Ende eines Durchgangs (19) des Mikroskop- 
gehauses (18), wenigstens eine Beobachtungseinrichtung, insbesondere ein Okular, an einem anderen Ende des Durchgangs (19), 
einer Beleuchtungseinrichtung, deren Beleuchtungslicht von einer den Durchgang (19) senkrecht schneidenden Eintrittsebene (45) 
ausgehend wenigstens einen Beleuchtungsstrahl (44) bildet, der durch das Linsensystem verlauft und in einem vorgegebenen Winkel 
(P) auf 
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einen Objekttrager (36) auftrifft. Bei dem vorgeschlagenem Mikroskop wird der von der Eintrittsebene (45) ausgehende wenigstens 
eine Beleuchtungsstrahl (44) von einer optischen Einrichtung bereitgestellt, deren im Bereich des Durchgangs (19) liegender Quer- 
schnitt wesentlich kleiner als der Querschnitt des Durchgangs (19) ist. 
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Mikroskop 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eln Mikroskop umfassend 
ein Mikroskopgehause, 

ein Objektiv bus mindestens einem jeweils mindestens eine 
Linse umfassenden Linsensystem an einem Ende eines Durch- 
gangs des Mikroskopgehauses, 

wenigstens eine Beobachtungseinrichtung, insbesondere ein 
Okular, an einem anderen Ende des Durchgangs, 
eine Beleuchtungseinrichtung, deren Beleuchtungslicht von 
einer den Durchgang senkrecht sclineidenden Eintrittsebene 
ausgehend wenigstens einen Beleuchtungsstrahl bildet, der 
durch das Linsensystem verlauft und in einem vorgegebenen 
Winkel auf einen Objekttrager auftrifft. 

Ein derartiges iVIikroskop ist bekannt (Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 235, 47 - 53). Es dient in erster Line der unter dem 
Begriff TIRM {= Total Internal Reflection Microscopy) bekannten Mikrosko- 
piertechnik- Bei dieser wird der Beleuchtungsstrahl an einer zwischen dem 
Objekttrager und dem Objekt gebildeten Grenzflache totalreflektiert (Bre- 
chungsindex des Objekttragers groSer als der Brechungsindex des Objekts), 
wobei der Beleuchtungsstrahl innerhalb des Objekttragers verlauft, so dass 
vom Reflexionspunkt ausgehend ein evaneszentes Lichtfeld in das Objekt 
eindringt mit exponentieilem Intensitatsabfall. Dieses Lichtfeld dient der 
streng lokal begrenzten Beleuchtung objekttragernaher Bereichedes Objek- 
tes, Diese Bereiche konnen dann in ubiicher Weise uber Objektiv und 
Beobachtungseinrichtung, z. B. ein Okular oder eine Kamera, des Mikro- 
skops untersucht werden. 
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Bei einer von zwei moglichen TIRM-Anordnungen befindet sich das Objekt 
auf der dem Mikroskop zugewandten Seite des Objekttragers mit entspre- 
chender Fiihrung des Beleuchtungsstrahls nach Art einer Gegenlichtanord- 
nung (siehe beispielsweise Nature Vol, 374, Seiten 555 - 559 oder Topics 
in Fluorescence Spetroscopy, Vol. 3, ed. by J. Lakowicz, Plenum Press, 
New York, 1992, Seite 314 ff.). Die hierzu alternative Auflichtanordnung 
mit Anordnung des Objekts auf der vom Mikroskop abgelegenen Seite des 
Objekttragers wird in dem eingangs genannten Stand der Technik ange- 
wandt. Das Beleuchtungslicht wird hier von einem Laser auSeriialb des 
Durciigangs des Mikroskops ausgehend uber ein Spiegelsystem auf einen 
dichroitischen Strahlteiler-Spiegel im Durchgang gerichtet und dann parallel 
zur optischen Achse dem Beobachtungsstrahlengang folgend durch das 
Objektiv hindurch auf Objekttrager und Objekt gerichtet. Der dichroitische 
Spiegel beeintrachtigt hierbei die mlkroskoplsche Objektbeobachtung, da er 
den gesamten Querschnitt des Durchgangs durchsetzt und damit die durch 
das Okular beobachtbare Lichtstrahlung wellenlangenabhangig schwacht. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Mikroskop der eingangs 
genannten Art mit moglichst geringer Beeintrachtigung der Mikoskopier- 
moglichkeiten, insbesondere hinsichtlich der moglichen Wellenlangen des 
Beleuchtungs- bzw. Beobachtungslichts, bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, dass der von der Eintrittsebene ausge- 
hende wenigstens eine Beleuchtungsstrahi von einer optischen Einrichtung 
bereitgestellt wird, deren im Bereich des Durchgangs liegender Querschnitt 
wesentlich kleiner als der Querschnitt des Durchgangs ist. 

Die Position der Eintrittsebene kann in dem Durchgang zwischen der Front- 
linse des Objektivs und der Beobachtungseinrichtung beliebig gewahit wer- 
den, wobei auch ein seitiiche Einkopplung in die Frontiinse moglich ist. Da- 
durch, dass das Beleuchtungslicht auf wenigstens einen Beleuchtungsstrahi 
konzentriertwird, konnendementsprechendlokalbegrenzte Strahlfiihrungs- 
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elemente eingesetzt werden, die den Beobachtungsstrahlengang des Mikro- 
skops allenfalls geringfugig beeintrachtigen (in aller Regel aufSerhalb der 
optischen Achse). Dleser feine Beleuchtungsstrahl kann ohne weitere 
MaBnahmen durch das durchstrahlte Linsensystem (ggf. die Front-linse) 
des Objektivs geschickt werden. Insbesondere kann auf die Verwendung 
jeglicher Strahlteilereinrichtungen, die den Durchgang durchsetzen, zur Ein- 
kopplung des Beleuchtungslichtes verzichtet werden. 

Als Lichtquelle fur das Beleuchtungslicht kommt beispielsweise ein Laser in 
Frage, der ein Beleuchtungsstrahlenbiindel aus parallelen Einzelstrahlen mit 
im Wesentlichen punktformigem Strahlquerschnitt abgibt. Bevorzugt ist 
jedoch vorgesehen, dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl in der der 
Beobachtungseinrichtung zugewandten Brennebene, im Folgenden auch 
hintere Brennebene genannt, des durchstrahlten Linsensystems des Ob- 
jektivs in dem Punkt reell oder virtue!! fokussiert ist. Hierdurch erreicht 
man, dass der vom Punkt in der Brennebene als divergierendes Strahlen- 
biindel ausgehende Beleuchtungsstrah! nach Durchgang durch das Linsen- 
system von einem Strahlenbundel aus paralle! verlaufenden Einzelstrahlen 
gebildet wird, die samtliche in gleicher Weise die Totalreflexionsbedingung 
erfullen. 

Der Beleuchtungsstrahl konnte prinzipiell auch geneigt zur optischen Achse 
durch das Linsensystem des Objektivs verlaufen. Bevorzugt ist jedoch 
vorgesehen, dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl im Wesentlichen 
parallel zur optischen Achse durch das durchstrahlte Linsensystem des 
Objektivs verlauft. Der Beleuchtungsstrah! kann hierbei sowohl ausserhalb 
der optischen Achse als auch entlang der optischen Achse durch das 
durchstrahlte Linsensystem des Objektivs fallen. Je weiter der Beleuch- 
tungsstrahl in radialer Richtung von der optischen Achse entf ernt durch das 
Linsensystem des Objektivs fallt, desto groRer wird der Reflexionswinkel 
des Beleuchtungsstrahls an der Grenzflache zwischen Objekttrager und 
Objekt. Um die Totalreflexionsbedingung zu erfullen, wird man deshalb 



wo 03/023483 



PCT/EP02/09901 



. 4 . 

bevorzugt eine Anordnung wahlen, bei der der Beleuchtungsstrahl in der 
Nahe des Randes der Aperturblende des Objektivs durch das durchstrahlte 
Linsensystem des Objektivs verlauft. Eine besondere Anwendung erlialt 
man, wenn der Beleuclitungsstrahl im Zentrum des Durchgangs entlang der 
optischen Aclise durcii das durchstrahlte Linsensystem des Objektivs 
verlauft. In diesem Fall trifft der Beleuchtungsstrahl im Wesentlichen recht- 
winklig auf die Grenzflache zwischen Objekttrager und Objekt auf, so dass 
er entlang desselben Weges in das Mikroskop zuruckreflektiert wird. Auf 
diese Weise wird es moglich, ein Mikroskop mit Auflichtanordnung zu 
realisieren, bei dem das vom Objekt zuruckreflektierte Licht beobachtet 
werden kann, ohne dass Strahlteilereinrichtungen, die das Beobachtungs- 
licht beeintrachtigen, verwendet werden mussen, da durch die den Be- 
leuchtungsstrahl bereitstellende Einrichtung lediglich ein kleiner Bereich im 
Zentrum des Gesichtsfeldes des Mikroskops abgedeckt wird. 

Besonders bevorzugt 1st vorgesehen, dass der wenigstens eine Beleuch- 
tungsstrahl in radialer Richtung in Bezug auf die optische Achse verlagerbar 
ist. Die seitiiche Verlagerung lasst sich durch technisch einfache Mittel 
erreichen, insbesondere durch in radialer Richtung (in Bezug auf die op- 
tische Achse) verlagerbare Umlenkspiegel, Umlenkprismen oder derglei- 
chen. Eine Verlagerung in radialer Richtung fiihrt unmittelbar zu einer 
entsprechenden Veranderung des Reflexionswinkels an der Grenzschicht 
zwischen Objekttrager und Objekt. Der von Fall zu Fall variierende Totalre- 
flexionswinkel (abhangig von den Brechungsindizes von Objekttrager und 
Objekt) lafSt sich in gewunschter Weise einstellen. Weiterhin hangt die 
Eindringtiefe des Lichtfeldes in das Objekt hinter der Grenzflache, an der 
Totalreflexion auftritt, vom Einfallswinkei des Lichtstrahls ab. Somit lasst 
sich die Tiefe des beleuchteten Objektvolumens durch die radiale Verlage- 
rung des Beleuchtungsstrahls verandern. Weiterhin kann die Tiefe des 
beleuchteten Volumens auch durch die Wahl von Beleuchtungslicht unter- 
schiedlicher Wellenlange variiert werden. Da das erfindungsgemaSe Mi- 
kroskop die Verwendung von Beleuchtungslicht beliebiger Wellenlangen 
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zulasst, ist eine kontinuierliche Veranderung des beleuchteten Objektvolu- 
mens auch auf diese Weise moglich. Eine gezielte Veranderung des be- 
leuchteten Objektvolumens und Beobachtung der Intensitat des von diesem 
Volumen ausgehenden Lichtes lasst sich beispielsweise zur Bestimmung 
der GroSe eines sich im Bereich dieses Objektvolumens befindlichen Objek- 
tes ausnutzen, da sich die Eindringtiefe des Beleuchtungslichtes aus seiner 
Wellenlange und dem eingestellten Totalreflexionswinkel berechnen lasst 
(siehe hierzu, z. B. Topics in Fluorescence Spectroscopy, Vol. 3, Plenum 
Press, New York, 1992, Seite 289 ff.). 

Ferner wird vorgeschlagen, dass der Divergenzwinkel des wenigstens 
einen, vender Eintrittsebene ausgehenden Beleuchtungsstrahlsveranderbar 
ist. Eine Veranderung des Divergenzwinkels hat eine dementsprechende 
Veranderung des Querschnitts des aus dem Linsensystem austretenden 
Beleuchtungsstrahls und damit der GroBe des beleuchteten Bereichs im 
Objekt zur Folge. 

Der Divergenzwinkel kann erfindungsgemaS durch Verstellung einer Aper- 
turblende im Strahlengang des Beleuchtungsstrahls variiert werden oder 
durch Variation der Brennweite der den Beleuchtungsstrahl in der hinteren 
Brennebene fokussierenden optischen Einheit. 

Wird eine moglichst gleichmalSige Ausleuchtung des Objekts verlangt, so 
wird bevorzugt ein inkoharenter Beleuchtungsstrahl eingesetzt. Istdagegen 
erhohte Ortsauflosung bzw. strukturierte Beleuchtung gewunscht, so wird 
bevorzugt ein bzw. mehrere im Wesentiichen koharente Beleuchtungs- 
strahlen eingesetzt mit der Moglichkeit der Interferenz im Bereich des 
Objekts. 

Befindet sich das zu beobachtende Objekt im Bereich der optischen Achse, 
so wie dies generell der Fall ist, wird der totalreflektierte Anteil des Be- 
leuchtungsstrahls zumindest dann in das Objektiv zuriickreflektiert, wenn 
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der Objekttrager senkrecht zur optischen Achse angeordnet ist. Normaler- 
weise wird bei der TIR-Mikroskopie von dem beleuchteten Teil des Objekts 
ausgehendes Fluoreszenzlicht beobachtet, welches Information en uber das 
Objekt enthalt. Urn die mikroskopische Beobachtung des Objekts nicht zu 
beeintrachtigen, wird erfindungsgemaB der zuriickreflektierte Anteil des 
Beleuchtungsstrahls, der Reflexionsstraini, absorbiert, am beaten durch 
einen Absorber oder einen Filter unmittelbar hinter dem durchstrahlten 
Linsensystem. Alternativ oder zusatzlich kann der Reflexionsstrahl auch 
detektiert werden, sei es zur Justage der Anordnung, insbesondere zur 
Einstellung des Totalreflexionswinkels und/oder fur Absorptionsmessungen 
am Objekt. Hierfur kann eine Detektionseinrichtung im Bereich des Durch- 
gangs vorgesehen sein. Durch die Beobachtung von Absorptionsvorgangen 
an der Grenzflache zwischen Objekttrager und Objekt in Abhangigkeit von 
der Wellenlange des verwendeten Beleuchtungsstrahls konnen auch aus 
dem Reflexionsstrahl zusatzliche Informationen uber das Objekt gewonnen 
werden. Hierfur ist insbesondere wichtig, dass Licht beliebiger Wellenlange 
beobachtet werden kann, wie dies erfindungsgemaS der Fall ist. 

GroBere Freiheit in der Anordnung und Ausbildung der Detektionseinrich- 
tung erhalt man dann, wenn der Reflexionsstrahl mittels einer Umlenk- 
einheit im Bereich des Durchgangs aus dem Mikroskopstrahlengang her- 
ausgefuhrt wird. Eine entsprechende Umlenkeinheit kann auch zur Einkopp- 
lung des Beleuchtungsstrahls in das Mikroskop vorgesehen sein. Auch hier 
erhalt man den Vorteil einer grolSeren Freiheit in der Anordnung und Ausge- 
staltung von Lichtquelle und Strahlfiihrung mittels entsprechender optischer 
Systeme der Beleuchtungseinrichtung. Nichtsdestoweniger kann es in be- 
stimmten Situationen, etwa wenn nicht ausreichend Raum fur externe 
Lichtquellen zur Verfugung steht, von Vorteil sein, eine Lichtquelle mit 
moglichst punktformigen Querschnitt, z. B. eine Laserdiode, direkt in den 
Durchgang im Bereich der Eintrittsebene zu plazieren. 
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In einer ersten Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst die Umlenkeinheit 
ein Prisma. Die Umlenl<ung erfolgt dann durch Totalreflexion an einer der 
Prismenflachen. Das Beobaclntungsfeld des Mil<roslcops wird vom Prisma 
nur wenig beeintrachtigt. Es lasst sicii in ainfacher Weise haltern und 
montieren. Eine bewegliche Lagerung zur Justierung des Straiilengangs, 
insbesondere zur Anpassung des Refiexionswinkels durch Verschiebung in 
radialer Richtung, lasst sich mit geringem baulichem Aufwand verwirkli- 
chen. So kann beispielsweise ein Stabprisma eingesetzt werden mit Um- 
lenkprismenflache im Durchgang sowie Linearbewegungsfuhrung und 
Halterung auBerhalb des Durchgangs. 

Je nach den gewiinschten Anforderungen stehen Prismen in unterschiedli- 
chen Formen und Ausbildungen zur Verfugung. In der Grundversion wird 
ein 90°-Prisma eingesetzt. Das Prisma kann abgerundet sein, um das 
Beobachtungsfeld mogiichst wenig zu beeintrachtigen. An Stelle der 90°- 
Anordnung konnen auch andere Winkel gewahit werden. Besondere Vor- 
teile hinsichtlich der Fexibilitat der Einbringung des Beleuchtungsstrahls 
bietet die Kopplung einer Lichtfaser mit einem Umlenkprisma. 

In Fallen, in denen eine Dispersion des Beleuchtungsstrahls vermieden 
werden soli oder die Wellenlange des Beleuchtungsstrahls variiert wird, 
kann an Stelle des Prismas auch ein Umlenkspiegel eingesetzt werden. Im 
Allgemeinen wird man einen ebenen Umlenkspiegel einsetzen. Es ist jedoch 
auch der Einsatz eines gekrummten Spiegels denkbar, der der Fokussierung 
des Strahls in der hinteren Brennebene dienen kann, so dass entsprechende 
Linsenelemente wegf alien konnen. 

Bei der erfindungsgemaBen Anordnung wird wenigstens ein Beleuchtungs- 
strahl eingesetzt, wobei jeweiligen Anforderungen entsprechend auch 
mehrere Beleuchtungsstrahlen Verwendung finden konnen. In einem sol- 
chen Fall wird mit Vorteil eine Umlenkeinrichtung eingesetzt, in der eine 
entsprechende Vielzahl von Umlenkeinheiten baulich integriert ist. In die- 
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sem Falle ist die Umlenkeinrichtung bevorzugt angenahert ringformig aus- 
gebildet und konzentrisch zur optischen Achse angeordnet. An diesem Ring 
sind dann die entsprechend geneigten Reflexionsflachen (Spiegelflachen 
bzw. Prismenflachen) ausgebildet, Weiterhin ist es moglich, den Beleuch- 
tungsstralnl durcli einen gekrummten Lichtleiter in den Strahlengang des 
Mikroskops einzufiihren. In diesem Falle wird die Umlenkeinheit vom ge- 
krummten Lichtleiter selbst gebildet. 

Die erfindungsgemalSe Anordnung aus einzetnen Beleuchtungsstrahlen, 
insbesondere aus einem einzigen Beleuchtungsstrahl, ermoglicht die Be- 
leuchtung des Objekts mit einem aus einer einzigen Richtung kommenden 
Beleuchtungsstralil. Bei raumlicli komplexen Gebilden, wie z. B. Zellen, 
konnen sich je nach EInstrahlrichtung des Beleuclitungsstrahls unterschied- 
liche Bilder des Objekts ergeben. Man erhalt hierdurch zusatzlich Informa- 
tionen iiber das Objekt. Es kann in soich einem Falle daher von Vorteil sein, 
wenn, wie erfindungsgemaB vorgeschlagen, die wenigstens eine Umlenk- 
einheit Oder, falls eine Lichtquelle im Durchgang angeordnet ist, die Licht- 
quelle um die optische Achse rotierbar ist. Um den Reflexionsstrahl zu 
detektieren oder zu absorbieren, ist es zweckmaSig, ggf. auch die Detek- 
tions- bzw. Absorptionseinrichtung um die optische Achse zu drehen. 

Die Rotation der Umlenkeinheit und damit die Rotation des auf die Probe 
einfallenden Beleuchtungsstrahls kann, wie ausgefiihrt, zwischen den 
Messungen vorgenommen werden, aber auch wahrend einer Messung, um 
. eine gleichmaBige Ausleuchtung des Objekts zu erhalten. 

Da erfindungsgemaB iiber die wenigstens eine Umlenkeinheit das Beleuch- 
tungslicht erst im Bereich des Objektivs in das Mikroskop eingekoppelt und 
ggf. dort auch wieder ausgekoppelt wird, kann der Beleuchtung des Ob- 
jekts dienendes Licht, welches nicht Teil des Reflexionsstrahls ist und 
dennoch in das Mikroskop zuruckreflektiert bzw. zuruckgestreut ist, in 
einfacher Weise aus dem Beobachtungsstrahlengang entfernt werden. 
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namlich durch eine Filteranordnung auf der objektfernen Seite der wenig- 
stens einen Umlenkeinheit. 

Die erfindungsgemafSe Beschrankung der Strahlfuhrung des Beleuchtungs- 
strahls sowie des Reflexionsstrahls auf den Objektivbereich ermoglicht den 
Einsatz eines Adapters, der zwischen dam Objektiv und der Beobachtungs- 
einrichtung angeordnet ist und der wenigstens die eine Umienkeiniieit oder 
ggf. die eine Lichtquelle aufweist. IVlit Hilfe des Adapters lasst sicii die 
Lichtquelle der Beleuclitungseinrichtung ohne Weiteres einkoppeln, wobei 
die Lichtquelle (im Falle dass sie sich nicht im Durchgang befindet) un- 
abhangig von dem Adapter sein kann oder auch in den Adapter integriert 
sein kann. Wahlweise lasst sich der Adapter wieder entfernen oder gegen 
andere Adaptereinrichtungen austauschen, was einen vielfaltigen Einsatz 
des IVlikroskops zulasst. Bestehende Mikroskope konnen unter Umstanden 
umgebaut bzw. nachgerustet werden, indem bereits herkommlicherweise 
vorgesehene Adaptereinsatze, insbesondere sog. DIG (Differentieller Inter- 
ferenzkontrast)-Slider, die optische Komponenten aufweisen, welche zur 
DIC-Mikroskopie verwendet werden, gegen den erfindungsgemalSen Adap- 
ter ausgetauscht werden. Eine weitere einfache Moglichkeit, bestehende 
Mikroskope nachzurOsten, bietet ein Adapter, der zwischen dem Objektiv 
und dem Objektivanschluss des Mikroskopgehauses angeordnet ist. Idea- 
lerweise weist ein solcher Adapter auf seiner dem Objektiv zugewandten 
Seite einen gleichartigen Anschluss auf wie der Objektivanschluss des 
Mikroskopgehauses, in den normalerweise das Objektiv eingepasst wird. 
Weiterhin ist es vorteiihaft, wenn der Adapter auf seiner dem Mikroskopge- 
hause zugewandten Seite einen gleichartigen Anschluss wie der dem 
Mikroskopgehause zugewandte Anschluss des Objektivs aufweist. In 
diesem Fall kann der Adapter, ohne dass ein bestehendes Mikroskop umge- 
baut werden musste, einfach zwischen Objektiv und Mikroskopgehause in 
den Durchgang eingesetzt werden, da sich in der Regel bei einem Mikros- 
kop die Lange des Durchgangs zwischen der Beobachtungseinrichtung und 
dem objektivseitigen Anschluss des Mikroskopgehauses verandern lasst. 
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Es ist sogar moglich, die Umlenkeinheit in einem entspreciiend angepassten 
Objektiv zu integrieren. Die optischen Bauelemente konnen so optimal 
aufeinander abgestimmt warden. Auch bedarf es keines sonstigen Umbaus 
des MIkroskops, da lediglich ein fierkommliches Objektiv gegen ein erfin- 
dungsgemaBes auszutauschen ist. 

In der Adapterbox bzw. dem erfindungsgemaBen Objektiv kann zusatzlicin 
zur Umlenkeinheit die Liohtquelle integriert werden bzw. die Detektorein- 
richtung fiir den Reflexionsstrahl. 

Die Erfindung wird im Folgenden an mehreren Ausfuhrungsbeispielen 
anhand der Zeichnung erlautert. Es zeigt: 

Figur 1 eine grob schematische Schnlttdarstellung eines l\/likroskops 
mit Auflichtanordnung und strichliert angedeutetem Adapter; 

Figur 2 eine Detailansicht {Pfeil A) der Anordnung in Figur 1 mit einer 
erfindungsgemaB ausgebildeten Ausfuhrung eines Adapters 
und externer nicht dargestellter Lichtquelle; 



Figur 3 eine Ansicht entsprechend Figur 2 eines abgewandelten 
Adapters mit interner Liolitquelle; 

Figur 4 eine Schnittansicht ahnlich der Figuren 2 und 3 einer weiteren 
Ausfiihrungsform des Adapters samt Objektiv unter Weglas- 
sung der ubrigen IVlikroskopbauteile mit Prisma als Umlenk- 
einheit; 



Figur 5 



einen Schnitt der Anordnung gemaB Figur 4 nach Linie V-V in 
Figur 4; 
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Figur 6 einen Schnitt ahnlich Figur 4 einer weiteren Ausfuhrungsform 
des Adapters unter Weglassung eines objektfernen Teils des 
Adapters mit ebenem Spiegel als Umlenkeinheit; 

5 Figur 7 eine Ansicht ahnlich Figur 6 einer weiteren Ausfuhrungsform 
des Adapters mit gekrummten Spiegel als Umlenkeinheit; 

Figur 8 eine stark vereinfachte perspektivische Schemaansicht einer 
Umlenkeinrichtung aus konzentrisch angeordneten ringartig 
10 zusammenhangenden Umlenkelementen samt durch eine 

einzige Linse symbolisiertem Linsensystem und Objekttrager 
mit Objekt und eingezeichnetem Strahlengang; 

Figur 9 eine Ansicht ahnlich Figur 6 mit prismatischem Umlenkele- 
15 ment und angekoppeltem Lichtleiter; 

Figur 10 eine Ansicht ahnlich Figur 9 mit von einem gekrummtem 
Abschnitt des Lichtleiters gebildetem Umlenkelement; 

20 Figur 1 1 eine Schnittansicht mit im Objektiv integrierter Umlenkeinheit 

in Form eines Prismenstabs; 

Figur 12 eine Anordnung ahnlich Figur 11 mit im Objektiv integrierter 
Umlenkeinheit in Form eines Doppelprismas; 

25 

Figur 13 eine Ansicht ahnlich Figur 11 mit an den Prismenstab ange- 
koppeltem Lichtleiter und 

Figur 1 4 eine Anordnung ahnlich Figur 1 3 mit gekrummtem Lichtleiter- 
30 abschnitt als Umlenkeinheit- 
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Die schematische Schnittzeichnung gemaB Figur 1 zeigt ein herkommliches 
Mikroskop in invertierter Anordnung (Carl Zeiss Axiovert 100, 135, 135M, 
Carl Zeiss Jena). Von dem allgemein mit 10 bezeichneten Mikroskop sind 
die Hauptbestandteile erkennbar, namlich ein visuelles Beobachtungsteil 1 2 
mit Okular 14 an einem Ende des Strahlengangs und Objektiv 1 6 am ande- 
ren Ende und einer Vielzahl dazwischen geschalteter optischer Komponen- 
ten innerhalb eines Durchgangs 19 eines Mikroskopgehauses 18. 
In den Strahlengang einkoppelbar ist der Strahlengang eines photographi- 
schen Beobachtungsteils mit im Umriss angedeuteter Kamera 22. 

In den visuellen Strahlengang ist ferner der Strahlengang eines Beieuch- 
tungsteils 24 einkoppelbar (iiber einen teildurchlassigen Spiegel 26 unter- 
halb eines das Objektiv 16 tragenden Objektivrevolverkopfes 28 mit Revol- 
verdrehachse 30). 

Bei dem herkSmmiichen Mikroskop 10 ist eine in Figur 1 strichliert ange- 
deutete Adapteraufnahme 32 vorgesehen, die der Aufnahme von Adaptern 
(DlC-Slider), insbesondere eines Wollaston-Prismas zur Beobachtung von 
Objekten im differentiellen Interferenzkontrast, dient. 

An das Objektiv 1 6 schlieBt sich in Figur 1 nach oben hin ein in Figur 1 
weggelassener Objekttrager fur das zu mikroskopierende Objekt an. Dieses 
wird in der dargestellten Anordnung durch das Beleuohtungsteil von Seiten 
des Beobachters her beleuchtet (Auflichtanordnung). Wird eine Durch- 
leuchtung des Objekts gewunscht, so kann ein in Figur 1 nicht dargestell- 
tes Beleuohtungsteil fiir eine entsprechende Beleuchtung der Probe (in Figur 
1 von oben her) an einem in Figur 1 abgebrochen dargestellten nach oben 
vom Mikroskop 10 abstehenden Trager 34 angeordnet sein. 

In Figur 2 ist der in Figur 1 durch die Kreisflache A angedeutete Bereich 
des Revolverkopfs 28 vergroSert dargestellt samt Objekttrager 36 und 
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Objekt 38 auf dessen Oberseite (vom Objektiv 1 6 abgewandte Seite des 
von einem Glasplattchen gebildeten Objekttragers 36). 

In die Aufnahme 32 ist ein erfindungsgemalSer Adapter 40 an Stelle eines 
herkommlichen Adapters eingeschoben. Dieser Adapter 40 ist also ohne 
weiteren Umbau des bekannten Mikroskops 10 einsetzbar. Er dient der 
Beleuchtung des Objekts 38 gemaS dem an sich bekannten Prinzip der TIR 
(Total Internal Reflection) -Mikroskopie. 

Bei dieser Mikroskopiertechnik wird an einer zwischen Objekttrager 36 und 
Objekt 38 gebildeten Grenzflache 42 von der Objekttragerseite her kom- 
mendes Licht totalreflektiert (Brechungsindex des Objekts kleiner als der 
Brechungsindex des Objekttragers). Vom Totalreflexionpunkt aus erstreckt 
sich ein sogenanntes evaneszentes Beleuchtungsfeld in das Objekt hinein, 
welches exponentioneil mit dem Abstand von der Grenzflache abfallt. Man 
erhalt so eine in axialer Richtung lokal sehr scharf begrenzte Art der Be- 
leuchtung. Um den Totalrefelxionswinkel zu erhalten wird ein Objektiv mit 
genugend hoher numerischer Apertur NA eingesetzt. Beispielsweise muss 
bei einer Glas-Wasser-Grenzflache- ein Objektiv mit hoher numerischer 
Apertur (NA > 1,33) eingesetzt werden, um den Totalreflexionswinkel zu 
erhalten. 

Die Eindringtiefe dieses Feldes hangt hierbei vom jeweiligen Reflexions- 
winkel P ab (der der Totalreflexionsbedinung weiterhin geniigt). Dement- 
sprechend lasst sich durch Veranderung des Reflexionswinkels p auch die 
Beleuchtungstiefe variieren. 

ErfindungsgemaB wird ein im Querschnitt stark begrenzter Beleuchtungs- 
strahl 44 verwendet. Die Begrenzung ist derart, dass er in der hinteren 
Brennebene 46 des Objektivs 16 im Wesentlichen einen Punkt bildet. 
Hierbei ist diejenige Brennebene gemeint, die dem vom Beleuchtungsstrahl 
44 durchstrahlten Linsensystem des Objektivs 1 6 (in Figur 2 durch eine 
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einzige Frontlinse 48 angedeutet) entspricht. Es konnten daher hinter der 
Einkoppelstelle (Prisma 50) des Beleuchtungsstrahls 44 je nach Bauart des 
Objektivs 1 6 durchaus noch weitere Linsen oder Linsensysteme des Objek- 
tivs 16 angeordnet sein (in Richtung zum Okular), 

Bei Verwendung eines feinen Laserstrahls als Beleuchtungsstrahl 44 konnte 
dieser ohne Einsatz von Fokussierungslinsen durch das frontseitige Linsen- 
system (symbolisiert durch die Frontlinse 48) geschickt werden, wenn auch 
eine schwache Divergenz des aus der Frontlinse austretenden Strahls 
unvermeidlich ist, da die vor der Frontlinse noch parallelen Teilstrahlen 
anschlieBend auf den Brennpunkt F strahlenformig zulaufen. Dementspre- 
chend unterscheiden sich die Reflexionswinkel dieser Teilstrahlen vonein- 
ander geringfugig. Dies mag in manchen Fallen in Kauf genommen werden 
konnen. 

Theoretisch absolute Parallelitat der Teilstrahlen nach Durchgang durch die 
Frontlinse 48 des Objektivs erhalt man dann, wenn der Beleuchtungsstrahl 
mit Hilfe entsprechender optischer Elemente (in Figur 2 durch eine Linse 52 
angedeutet) in die hintere (okularseitige) Brennebene 46 fokussiert wird. Es 
ergeben sich dann nach Durchgang durch die Frontlinse 48 zwangslaufig 
parallele Teilstrahlen des Beleuchtungsstrahls 44 mit einem gemeinsamen 
Reflexionswinkel P entsprechend dem Abstand a des Teilstrahls 44 von der 
optischen Achse 54 des Objektivs 16. Der Grad der Aufweitung des Be- 
leuchtungsstrahls 44 nach Durchgang durch die Frontlinse 48 ist durch den 
Divergenzwinkel a des in der hintere Brennebene 46 fokussierten Beleuch- 
tungsstrahls 44 festgelegt. 

Mit Hilfe des bereits erwahnten Prismas 50 wird der von einer nicht darge- 
stellen Beleuchtungsquelle (in Figur 2 links vom Revolverkopf 28) herkom- 
mende Beleuchtungsstrahl rechtwinklig umgelenkt, so dass er parallel zur 
optischen Achse 54 und mit Abstand a zu dieser verlauft. Hierbei ist der in 
dem Durchgang 19 befindliche Querschnitt des Prismas 50 wesentlich 
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kleiner als der Gesamtquerschnitt des Durchgangs 1 9. Aus diesem Grunde 
ist es nicht erforderlich, zur Einkopplung des Beleuchtungsstrahis einen 
Strahlteiler, z. B. einen dichroitischen Spiegel, zu verwenden, der eine 
Transmission des vom Objekt herkommenden Beobachtungslichtes zulasst, 
da durch das Prisma 50 lediglich ein kleiner Teil des Beobachtungsfeides 
des Mikroskops verdeckt wird. Der Abstand a kann erfindungsgemaS in 
besonders einfacher Weise dadurch variiert warden, dass das Prisma 50 
entweder in Richtung parallel zur optischen Achse 54, oder wie dargestellt 
in radialer Richtung (Doppelpfeil B) verschoben wird, Mit dem Abstand a 
andert sich der Reflexionswinkel P des Beleuchtungsstrahis 44 und damit 
nach Oberschreiten des Totalreflexionswinkels die Eindringtiefe in das 
Objekt. Damit auch nach der Verschiebung des Prismas 50 der Fokus des 
Beleuchtungsstrahis 44 in der Brennebene 46 liegt, mussen die im Strah- 
lengang vorgesehenen optischen Bauelemente {symbolisiert durch die Linse 
52) dementsprechend in ihrer Lage angepasst warden. Falls wie in Figur 2 
der Beleuchtungsstrahl rechtwinklig umgelenkt wird, ist es besonders 
vorteilhaft, die Umlenkeinheit und die der Fokussierung dienenden opti- 
schen Elemente auf einem gemeinsamen Trager zu montieren, da dann nur 
dieser Trager in radialer Richtung verlagerbar sein muss. 

In der in Figur 2 dargestellten Anordnung mit zur optischen Achse 54 
senkrechter Grenzflache 42 zwischen Objekttrager 36 und Objekt 38 tritt 
der Beleuchtungsstrahl nach Reflexion an der Grenzflache 42 (nunmehr 
Reflexionsstrahl 56 genannt) wieder durch die Frontlinse 48 in das Objektiv 
16 ein (symmetrisch zum Beleuchtungsstrahl 44). Damit der Reflexions- 
strahl 56 nicht die mikroskopische Beobachtung des Objekts 38 stort, wird 
dieser in der Ausfiihrungsform gemaB Figur 2 durch einen Absorber 58 
absorbiert, der hier an einer dem Ort des Prismas 50 entsprechenden Stelle 
auf der anderen Seite der optischen Achse 54 angeordnet ist. Um mog- 
lichst wenig die mikroskopische Beobachtung zu storen, kann der Absorber 
58 jeweils moglichst weit radial nach auBen gezogen werden, was durch 
den Doppelpfeil B' angedeutet ist. 
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Zu erwahnen ist noch die Aperturblende 60 vor der Linse 52, die den 
Strahlquerschnitt des Beleuchtungsstrahls 44 begrenzt und damit uber den 
Divergenzwinke! a den Grad der Aufweitung des Beleuchtungsstrahls 44 
nach Durchgang durch die Frontiinse 48 festlegt. Eine weitere Moglichkeit, 
den Divergenzwinke! a zu verandern, besteht darin, die Brennweite der 
Linse 52 zu variieren, wobei dann die Position der Linse 52 (siehe Doppel- 
pfeil D) und ggf . die gemeinsame Position von Linse 52 und Prisma 50 in 
axialer Richtung (siehe den Doppelpfeil E) so nachgefuhrt werden mussen, 
dass der Beleuchtungsstrahl weiterhin in der hinteren Brennebene 46 
fokussiert ist. 

Im Bedarfsfall kann der Adapter 40 wieder aus der Aufnahme 32 herausge- 
zogen und ggf. durch elnen herkommlichen Adapter ersetzt werden. Pernor 
kann der Adapter auch ohne Weiteres in Verbindung mit beliebigen anderen 
Objektiven des Revolverkopfes 28 eingesetzt werden, da ubiicherweise 
jedem Objektiv eine Aufnahme 32 zugeordnet ist, 

Zum optischen Auf bau sei noch erganzt, dass in den Durchgang 1 9 zwi- 
schen der Elnkoppelstelle des Beleuchtungsstrahls (Prisma 50) und der 
Beobachtungseinrichtung eine zusatzliche Aperturblende 62 (in Figur 2 
unterhalb des Prismas 50 angedeutet) eingesetzt werden kann. Diese 
blendet das Prisma 50 aus dem Beobachtungsstrahlengang aus und verhin- 
dert dadurch eventuell storende asymmetrische Beugungsbilder (Bildver- 
zerrungen) der Objekte durch das in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
brachte Prisma 50. Die etwas reduzierte numerische Apertur und Auf losung 
kann in Kauf genommen werden. 

Eine weitere Variation der Art der Beleuchtung des Objekts 38 kann da- 
durch erzielt werden, dass man das Prisma 50 samt den vorgeschalteten 
optischen Bauelementen (Linse 52) parallel zur optischen Achse 54 ver- 
lagert. Sofern man dabei aus dem Fokus in der hinteren Brennebene 46 
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gelangt, ergibt sich eine gewisse Divergenz des auf die Grenzflache 42 
auftreffenden Strahls sowie eine Anderung des Grads der Aufweitung. 

Figur 3 zeigt eine weitere mit 140 bezeichnete Ausfuhrungsform des Adap- 
ters 40 gemalS Figur 2. Dementspreciiend sind auch die ubrigen Bauteile, 
sofern sie ihre Entsprechung in Bauteilen des Adapters 40 haben, mit 
denselben Bezugsziffern, jeweils vermehrt um die Zaiil 100, verseiien. 

Im Gegensatz zum Adapter 40 mit externer Lichtquelle ist beim Adapter 
140 die Lichtquelle 164 in den Adapter 140 integriert, Es sclilieBt sich die 
Linse 152 sowie das Prisma 150 an. Nach Durchgang durch die Frontlinse 
148 des Objektivs 116 und Totalreflexion an der Grenzflache 142 wird der 
Beleuchtungsstrahl 144 bzw. der Reflexionsstrahl 156 durch ein weiteres 
Prisma 1 66 um 90° abgeienkt (diametral zum Prisma 1 50 samt Lichtquelle 
164) und nach Durchgang durch eine Linse 168 in einem Detektor 170 
aufgefangen. Durch den Detektor 170 lalSt sich zum einen die optische 
Anordnung gezielt justieren, insbesondere der Totalreflexionswinkel in 
Abhangigkeit von der Position des Prismas 150 sowie ein gewunschter 
Bereich nach Uberschreitung des Totalreflexionswinkels- Andererseits 
lessen sich unter Umstanden lokale Brechungsindex-Anderungen, Absorp- 
tionsvorgange oder dgl. im Bereich der Grenzflache 142 erfassen. Dabei ist 
auch eine Wellenlangenvariation des Lichts der Lichtquelle 164 denkbar. 

iVlit den Doppelpfeilen B und B' ist wiederum die radiale Justierbarkeit der 
Prismen 150, 166 andedeutet, mit den Doppelpfeilen E und E' die Be- 
weglichkeit der Prismen 1 50 bzw, 1 66 samt Lichtquelle 1 64 und Linse 1 52 
bzw. Detektor 170 und vorgeschalteter Linse 168 parallel zur optischen 
Achse 154, mit D, D' die Justierbeweglichkeit der Linsen 152, 168. 

Prinzipell ist es auch denkbar, den Adapter 140 derart auszubilden, dass er 
um die optische Achse 1 54 wahlweise rotiert werden kann. Dies bietet den 
Vorteil, dass bei Objekten mit anisotropen optischen Eigenschaften die 



wo 03/023483 



PCT/EP02/09901 



- 18 - 

Einstrahlrichtung des Beobachtungsstrahls 144 wahlweise variiert werden 
kann. Auch kann man wahlweise durch Rotation wahrend der Messung 
eine gleichmalSige Ausleuchtung des Objekts erhalten. 

Figuren 4 und 5 zeigen in Seitenanslcht bzw. Schnittansicht eine weitere 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Adapters, der nunmelir mit 240 
bezeichnet ist. Seine Bauelemente, die ihrer Funktion nach solcinen der 
Figur 3 entspreciien, sind mit denselben Bezugsziffern, jeweils vermehrt um 
die Zahl 100, versehen. 

Aucli hier sind fur die Einkopplung des Beleuchtungsstrahls 244 bzw. zur 
Auskopplung des Reflexionsstrahls 256 Prismen 250, 266 vorgesehen mit 
vorgeschalteten Linsen 252, 268. Im Unterschied zur Ausfuhrungsform 
gemalS Figur 3 wird der Refiexionsstrahl 256 aus dem Adapter 240 her- 
ausgefuhrt und einer nicht dargestellten Detektionseinrichtung zugefuhrt. 
Auch die nicht dargestellte Lichtquelie befindet sich {in Entsprechung zu 
Figur 2) auBerhalb des Adapters 240. Die Justiermogiichkeiten sind die 
gleichen wie bei der Ausfuhrungsform gemaB Figur 3, was durch die ent- 
sprechenden Doppelpfeile D, D', B, B' und E, E' angedeutet ist. 

Der Adapter 240 ist zwischen dem Objektiv 216 und dem Revolverkopf 
228 angeordnet. Er weist an seiner dem Objektiv zugewandten Seite einen 
Anschluss 290 auf, der dem Objektivanschluss 292 des Revolverkopfes 
228, in den normalerweise das Objektiv 216 eingepasst wird, entspricht. 
Auf seiner dem Revolverkopf 228 zugewandten Seite weist der Adapter 
240 einen Anschluss 286 auf, der dem okularseitigen Anschluss 288 des 
Objektivs 216, der normalerweise in den Objektivanschluss 292 des Revol- 
verkopfes 228 eingepasst wird, entspricht. Auf diese Weise kann der 
Adapter 240 in einfacher Weise in ein bestehendes Mikroskop integriert 
werden, ohne dass dieses umgebaut werden muss. 
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Die beiden Prismen 250, 266 weisen abgerundete Reflexionsflachen auf, 
um die mikroskopische Beobachtung moglichst wenig zu beeintrachtigen 
(siehe Figur 5). Desweiteren ist in dem Adapter 240 auf der vom Objekt 
238 abgewandten Seite der Prismen 250, 266 ein Filterrad 272 mit Dreh- 
aciise 274 im Beobachtungsstrahlengang angeordnet. Es lassen sich damit 
beispielsweise diejenigen Anteile des Beleuchtungsstrahis 244, die nicht als 
Reflexionsstrahl 256 wieder aus dem Adapter 240 ausgekoppelt werden 
(insbesondere diffus gestreute Anteile), aus dem Beobachtungsstrahlen- 
gang herausfiltern. Dies ist insbesondere bei Fluoreszenzmessungen von 
VorteiL 

Die in Figur 6 dargestellte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Adap- 
ters ist mit 340 bezeichnet. Er unterscheidet sich von dem gemaB den 
Figuren 4 und 5 lediglich darin, dass die Prismen 250, 266 ersetzt sind 
durch ebene Spiegel 350, 366. Durch Verlagerung des Spiegels 350 in 
Richtung senkrecht zur optischen Achse 354 (unter Beibehaltung der 
Raumorientierung) laRt sich der Totalreflexionswinkel in gleicher Weise wie 
beim Einsatz eines. Prismas verandern. 

Bei der mit 440 bezeichneten Ausfuhrungsform des Adapters gemalS Figur 
7 sind die beiden ebenen Spiegel 350, 366 gemaS Figur 6 ersetzt durch 
gekrummte Spiegel, insbesondere Hohlspiegel 450, 466. Die Einkopplung 
und Fokussierung des Beleuchtungsstrahis 440 kann dann unter Umstan- 
den ohne weitere optische Elemente wie eine vorgeschaltete Linse ent- 
sprechend den vorstehend beschriebenen Ausfuhrungsformen erfolgen, 
Hierzu symmetrisch erfolgt die Strahlfiihrung des Reflexionsstrahls 456 
durch den Spiegel 466. 

Figur 8 zeigt in einer stark vereinfachten perspektivischen Schemaansicht 
eine Umlenkeinrichtung 576, die zur Einkopplung mehrerer Beleuchtungs- 
strahlen 544, 544', 544' ', 544' ' ' und zur Auskopplung der entspre- 
chenden Reflexionsstrahlen 556, 556', 556", 556' ' ' verwendet wird. 
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Die Umlenkeinrichtung 576 besteht dabei aus konzentrisch angeordneten, 
ringartig zusammenhangenden Umlenkelementen, die in Figur 8 ais tra- 
pezformige Spiegel 550, 550', 550", 550"', 566, 566', 566", 

566 dargesteilt sind. Hierbei wird jeweils ein Beleuchtungsstrahl, z. B. 

der mit dem Bezugszeichen 544 versehene, an dem jeweiligen Umlenk- 
element, z. B. 550, reflektiert, so dass er nach der Reflexion parallel zu 
optischen Achse 554 verlauft und durch das Objektiv 548 auf den Objekt- 
trager 536 mit dem Objekt 538 abgebildet wird. Der an der Grenzflache 
zwischen Objekttrager 536 und Objekt 538 totalreflektierte Beleuchtungs- 
strahl, z. B. 544, fallt als Reflexionsstrahl, z. B. 556, nach erneutem Durch- 
gang durch das Objektiv 548 parallel zur optischen Achse 554 auf das 
Umlenkelement, z. B. 566, wo er erneut reflektiert wird, so dass er aus 
dem Strahlengang des Mikroskops ausgekoppelt wird. Durch die in Figur 8 
gezeigte Anordnung ist es moglich, das Objekt 538 gleichzeitig aus mehre- 
ren Richtungen zu beleuchten, wobei jeder der Beleuchtungsstrahlen 544- 
544 ' ' ' in gleicher Weise der Totalreflexionsbedingung genugt. 

In den Figuren 9 und 10 sind weitere Ausfuhrungen des bereits in den 
Figuren 2-7 gezeigten Adapters als Seitenansicht dargesteilt. Die Bauele- 
mente dieser mit den Bezugszahlen 640 und 740 bezeichneten Adapter, 
deren Funktion solchen des in Figur 4 gezeigten Adapters entsprechen, 
sind mit denselben Bezugsziffern, jedoch jeweils erhoht um die Zahl 400 
bzw. 500 versehen. 

Bei den in den Figuren 9 und 10 dargestellten Ausfiihrungsformen des 
Adapters 640 und 740 wird das Beleuchtungslicht iiber einen Lichtleiter 
678 bzw. 778, beispielsweise eine Glasfaser, in den Adapter 640 bzw. 
740 eingefuhrt. An den Lichtleiter 678 bzw. 778 sohlielSt sich eine, z. B. 
aus Mikrolinsen aufgebaute, Adapteroptik 680 bzw. 780 an, um den aus 
dem Lichtleiter 678 bzw. 778 austretenden Beleuchtungsstrahl 644 bzw. 
744 in der hinteren Brennebene 646 bzw. 746 zu fokussieren. 
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Bei der in Figur 9 dargestellten Ausfuhrung wird der Lichtleiter 678 sen- 
krecht zur optischen Achse 654 In den Adapter 640 eingefiihrt, so dass er 
uber eine Umlenkeinheit, die in Figur 9 als Prisma 650 dargestellt ist, in 
sine Richtung parallel zur optischen Achse 654 umgelenkt werden muss. 
Demgegeniiber ist der Lichtleiter 778 bei dem in Figur 10 dargestellten 
Ausfuhrungsbelspiel gekrummt, so dass der die Adapteroptik 780 ver- 
lassende fokussierte Beleuchtungsstrahl 744 bereits parallel zur optischen 
Achse 754 ist. 

In beiden Ausfuhrungsbeispielen kann eine Auskopplung des Reflexions- 
strahls 656 bzw. 756 mit Hilfe von optischen Elementen, die den zur 
Einkopplung verwendeten entsprechen, erfolgen. In Figur 9 ist dies durch 
das Prisma 666 und den Lichtleiter 682, der uber die Adapteroptik 684 mit 
dem Prisma 666 verbunden ist, realisiert. In Figur 10 erfolgt dies durch den 
Lichtleiter 782 und die an seinem Ende angebrachte Adapteroptik 784, die 
bezuglich der optischen Achse 754 symmetrisch zu der zum Einkoppein 
des Beleuchtungsstrahls 744 verwendeten Adapteroptik 780 angebracht 
ist. 

Die Figuren 11-14 zeigen Ausfuhrungen der vorliegenden Erfindung, bei 
denen die Umlenkeinheiten, die zum Einkoppein des Beleuchungsstrahls 
bzw. zum Auskoppeln des Reflexionsstrahls dienen, in einem speziellen 
Objektiv 816, 916, 1016, 1116 intregiert sind. Bauelemente, die ihrer 
Funktion nach solchen in den vorangehenden Figuren gezeigten entspre- 
chen, sind in den Figuren 11 -14 mit denselben Bezugsziffern, jedoch 
jeweils urn die Zahl 100 erhoht, bezeichnet. Gegenuber den Ausfuhrungen, 
bei denen die Umlenkeinheiten in einem Adapter integriert sind, bieten die 
in den Figuren 11-14 dargestellten Ausfuhrungen den Vorteil, dass die fur 
die Umlenkeinheiten notigen optischen Bauteile an das Linsensystem des 
Objektivs 816, 916, 1016, 1116 angepasst werden konnen, wodurch 
insgesamt die Qualitat der optischen Abbildung optimiert werden kann. 
Daruber hinaus konnen solche speziellen Objektive auch fur Mikroskope 
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verwendet werden, die nicht uber eine Adapteraufnahme wie in Figur 2 
dargestellt verfugen. 

In Figur 1 1 wird der Beleucintungsstrahl 844 uber ein Stabprisma 850 in 
den Strahlengang des Mikroskops eingekoppelt. Ebenso wird der Refle- 
xionsstralnl 856 uber ein weiteres Stabprisma 866 aus dem Objektiv 816 
herausgefuhrt, Hierbei sind beide Prismen 850, 866 im Bereich des Objek- 
tivs so angeordnet, dass sie zur Einstellung des Reflexionswinkels im 
Strahlengang des Mikroskops in radialer Richtung verschiebbar sind (ge- 
zeigt durch die Doppelpfeile B, B' in Figur 11). Eine alternative Anordnung 
des Stabprismas 850 ist in Figur 1 1 strichliert angedeutet. Bei dieser An- 
ordnung befindet sich das Stabprisma 850 ' zum Einkoppein des Beleuch- 
tungsstrahls 844 zwischen der durchstrahlten Frontlinse des Objektivs und 
seiner okularseitigen Brennebene 846. Der Beleuchtungsstrahl 844 wird in 
diesem Fall virtuell auf die okularseitige Brennebene 846 des durchstrahlten 
Linsensystems fokussiert. Diese Anordnung eriaubt eine besonders Platz 
sparende Bauweise eines speziellen Objektivs mit integrierter Umlenkein- 
heit. 

Bei dem in Figur 1 2 gezeigten Ausfuhrungsbeispiel wird im Unterschied zu 
Figur 1 1 zum Einkoppein des Beleuchtungsstrahls 944 ein Doppelprisma 
950 verwendet, durch das der Beleuchtungsstrahl 944 um 1 80° umgelenkt 
werden kann. 

Bei den in Figur 13 und Figur 14 dargestellten Ausfuhrungsbeispielen 
werden Lichtleiter 1078, 1082, 1 178, verwendet, um das von einer nicht 
dargestellen Lichtquelle kommende Beleuchtungslicht im Bereich des Objek- 
tivs in den Strahlengang des Mikroskops einzukoppeln bzw. auszukoppeln. 
Bei der in Figur 13 dargestellten Anordnung, die der in Figur 9 ahnlich ist, 
wird eine an dem Lichtleiter 1078 angebrachte Adapteroptik 1080 und ein 
an die Adapteroptik 1080 sich anschlielSendes Prisma 1050 zur Einkopp- 
lung des Beleuchtungsstrahls 1044 verwendet. Die Auskopplung des 
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Reflexionsstrahls 1056 erfolgt durch ein bezuglich der optischen Achse 
1054 symmetrisch angeordnetes Prisma 1066 und eine slch daran an- 
schlieBende Adapteroptik 1 084, an die ein Lichtleiter 1 082 angekoppelt ist. 
Im Unterschied wird dazu in Figur 14 eine Ausfuhrung gezeigt, bei der ein 
gekrummter Lichtleiter 1 1 78 mit einer Adapteroptik 1 1 80, die parallel zur 
optischen Achse 1 154 ausgerichtet ist, verbunden wird, um den Beleuch- 
tungsstrahl 1144 parallel zur optischen Achse in den Strahlengang des 
Mikroskops einzukoppeln. 

In den Figuren 1-14 werden verschiedene Ausfiihrungsformen eines 
Mikroskops beschrieben, welches insbesondere zur TIR-Mikroskopie ver- 
wendet werden kann. Dabei wird das Mikroskop in einer Auflichtanordnung 
betrieben, bei der das zur Beleuchtung des Objekts dienende Licht durch 
wenigstens einen Teii des Objektivs auf das zu beobachtende Objekt fallt. 
Hierbei wird der Beleuchtungsstrahl durch eine optische Einrichtung in den 
Durchgang zwischen dem Okular und dem Objektiv des Mikroskops einge- 
koppelt, deren in dem Durchgang liegender Querschnitt klein gegenuber 
dem Querschnitt des Durchgangs ist. Dadurch wird erreicht, dass auf die 
Verwendung von Strahlteilerelementen, z. B. dichroitische Spiegel, zur 
Einkopplung des Beleuchtungslichts verzichtet werden kann. Es kann ein 
Spezialobjektiv mit integrierten optischen Elementen zur Bereitstellung des 
Beleuchtungsstrahls bzw. zum Auffangen oder Auskoppein des Reflexions- 
strahls verwendet werden. Alternativ konnen die genannten optischen 
Elemente auch in einen Adapter integriert werden, der in den Strahlengang 
eines bestehenden Mikroskops einsetzbar ist. 
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Bezugszeichenliste 



A: Kreis (VergroSerungsausschnitt fur Figur 2) 

5 F: Brennpunkt des Objektivs 

a\ Divergenzwinkel des Beleuchtungsstrahls 

fi\ Reflexionswinkel des Beleuchtungsstrahl an der Grenzflache 
zwischen Objekttrager und Objekt 

a: Abstand zwischen optischer Achse und Beleuchtungsstrahl 

10 B, B': Verschiebung der Unnlenkeinheit in radialer Richtung 

D, D': Verschiebung der Fokussierungslinsen in radialer Richtung 

E, E': Verschiebung der Umlenkeinheit in axialer Richtung 





10: 


Mikroskop 


15 


12: 


Visuelles Beobachtungssteil 




14: 


Okular 




16: 


Objektiv 




18: 


Mikroskopgehause 




19: 


Durchgang 


20 


20: 


Photographisches Beobachtungsteil 




22: 


Kamera 




24: 


Beleuchtungsteil 




26 


Teildurchlassiger Spiegel 




28 


Objektivrevolverkopf 


25 


30 


: Revolverdrehachse 




32 


: Adapteraufnahme 




34 


: Trager (fur Durchlichtbeleuchtung) 




36 


: Objekttrager 




38 


: Objekt 


30 


40 


: Adapter 




42 


: Grenzflache Objekttrager - Objekt 




44 


: Beleuchtungsstrahl 
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45: Eintrittsebene des Beleuchtungsstrahls 

46: Hintere Brennebene des Objektivs 

48: Frontlinse des Objektivs 

50: Umlenkeinheit zum Einkoppein des Beleuchtungsstrahls 

5 52: Linse zum Fokussieren des Beleuchtungsstrahls 

54: Optische Achse 

5 6 : Ref lexionsstrahl 

58: Absorber 

60: Aperturblende im Beleuchtungsstrahl 

10 62: Zusatzliche Apterturblende am Objektiv 

1 64: Lichtquelle 

166: Umlenkeinheit zum Auskoppein des Reflexionsstrahls 

168: Linse zum Fokussieren des Reflexionsstrahls 

15 170: Detektor 

272: Filterrad 

274: Drehachse des Filterrads 

286: Okularseitiger Anschluss des Adapters 

20 288: Okularseitiger Anschluss des Objektivs 

290: Objektivseitiger Anschluss des Adapters 

292: Objektivseitiger Anschluss des Mikroskopgehauses 

350: Ebener Spiegel zum Einkoppein des Beleuchtungsstrahls 

25 366: Ebener Spiegel zum Auskoppein des Reflexionsstrahls 

450: Gekrummter Spiegel zum Einkoppein und Fokussieren des 

Beleuchtungsstrahls 

466: Gekrummter Spiegel zum Auskoppein und Fokussieren des 

30 Reflexionsstrahls 

576: Umlenkeinrichtung umfassend mehrere Umlenkeinheiten 
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678: Lichtleiter zur Emkopplung des Beleuchtungsstrahls 

680: Adapteroptik zur Fokussierung des Beleuchtungsstrahls 

682; Lichtleiter zur Auskopplung des Refiexionsstrahls 

684: Adapteroptik zur Auskopplung des Refiexionsstrahls 
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Anspruche 

Mikroskop (10) umfassend 

ein Mikroskopgehause (18), 

ein Objektiv (16) aus mindestens einem jeweils mindestens 
eine Linse (48) umfassenden Linsensystem an einem Ende 
eines Durchgangs (19) des Mikroskopgehauses (18), 
wenigstens eine Beobachtungseinriclitung (14, 22), insbeson- 
dere ein Okular, an einem anderen Ende des Durchgangs (19), 
-eine Beleuchtungseinrichtung (24), deren Beleuchtungslicht 
von einer den Durchgang (19) senkrecht schneidenden Ein- 
trittsebene (45) ausgehend wenigstens einen Beleuchtungs- 
stralil (44) bildet, der durch das Linsensystem verlauft und in 
einem vorgegebenen Winkel (/?) auf einen Objekttrager (36) 
auftrifft, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der von der Eintrittsebene (45) ausgehende wenigstens eine 
Beleuchtungsstrahl (44) von einer optischen Einrichtung bereitge- 
steilt wird, deren im Bereich des Durchgangs (19) liegender Quer- 
schnitt wesentlich kleiner als der Querschnitt des Durchgangs (19) 
ist. 

Mikroskop (10) nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der im Bereich des Durchgangs (19) liegende Querschnitt der 
den wenigstens einen von der Eintrittsebene (45) ausgehenden 
Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellenden optischen Einrichtung hoch- 
stens halb so groB wie der Querschnitt des Durchgangs (19) ist. 

Mikroskop (10) nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass der im Bereich des Durchgangs (19) liegende Querschnitt der 
den wenigstens einen von der Eintrittsebene (45) ausgehenden 
Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellenden optischen Einrichtung hoch- 
stens 10% des Querschnitts des Durchgangs (19) ist. 

5 

4. Mikroskop (10) nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der im Bereich des Durchgangs (19) liegende Querschnitt der 
den wenigstens einen von der Eintrittsebene (45) ausgehenden 
10 Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellenden optischen Einrichtung hoch- 

stens-1% des Querschnitts des Durchgangs (19) ist. 

5. Mikroskop (10) nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 dass die den wenigstens einen von der Eintrittsebene (45) ausgehen- 

den Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellende optische Einrichtung 
auSerhalb der optischen Achse (54) angeordnet ist. 

6. Mikroskop (10) nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

dass die den wenigstens einen von der Eintrittsebene (45) ausgehen- 
den Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellende optische Einrichtung auf 
der optischen Achse (54) angeordnet ist. 

25 7. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl (44) in der der wenig- 
stens einen Beobachtungseinrichtung (14, 22) zugewandten Brenn- 
ebene (46) des wenigstens einen durchstrahlten Linsensystems (48) 
30 reell oder virtuell fokussiert ist. 
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8. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl (44) in radialer Rich- 
tung in Bezug auf die optische Achse (54) verlagerbar ist. 

5 

9. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Divergenzwinkel (a) des wenigstens einen von der Eintritts- 
ebene (45) ausgehenden Beleuchtungsstrahls (44) veranderbar ist. 

10 

10. Mikroskop (10) nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass inn Strahlengang des wenigstens einen Beleuchtungsstrahls 
(44) eine verstellbare Aperturblende (60) angeordnet ist. 

15 

1 1 . Mikroskop (10) nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Brennweite einer den Beleuchtungsstrahl (44) in der der 
wenigstens einen Beobachtungseinrichtung (14, 22) zugewandten 
20 Brennebene (46) fokussierenden optischen Eichrichtung (52) veran- 

derbar ist. 

12. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl (44) im Wesentlichen 

koharent ist. 

13. Mikroskop (10) nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dass wenigstens zwei Beleuchtungsstrahlen (44) im Bereich eines 

Objekts (38) interferieren. 
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14. Mikroskop (10) nach einem der Anspriiche 1-11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl (44) inkoharent ist. 

15. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der im Bereich des Objekts (38) zuruckreflektierte Anteil des 
wenigstens einen Beleuchtungsstrahls (44), der Reflexionsstrahl 
(56), absorbiert wird. 

16. Mikroskop (10) nach Anspruch 15, 

gekennzeichnet durch 

wenigstens einen Absorber (58) fur den wenigstens einen Refle- 
xionsstrahl (56) im Bereich des Durchgangs (19). 

17. Mikroskop (10) nach einem der Anspriiche 1-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der im Bereich des Objekts (38) zuruckreflektierte Anteil des 
wenigstens einen Beleuchtungsstrahls (44), der Reflexionsstrahl 
(56), detektiert wird. 

18. Mikroskop (10) nach Anspruch 17, 

gekennzeichnet durch 

wenigstens eine Detektionseinrichtung im Bereich des Durchgangs 
(19). 

19. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspriiche, 
gekennzeichnet durch 

wenigstens eine Lichtquelle im Bereich des Durchgangs (19). 

20. Mikroskop (10) nach einem der vorherigen Anspruche, 
gekennzeichnet durch 
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wenigstens eine Umlenkeinheit (50, 66) im Bereich des Durchgangs 
(19). 

21. Mikroskop (10) nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wenigstens eine Beleuchtungsstrahl (44) durch die wenig- 
stens eine Umlenkeinheit (50) in den Durcligang (19) eingekoppelt 
wird. 

22. Mikroskop (10) nacli Anspruch 20 oder 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der wenigstens eine Reflexionsstrahl (56) durch die Umlenk- 
einheit (66) aus dem Durchgang (19) ausgekoppelt wird. 

23. Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20, 21 oder 22 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die wenigstens eine Umlenkeinheit (50, 66) ein Prisma (150, 
166) umfasst. 

24. Mikroskop (10) nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sich das Prisma (650, 666) an einen Lichtleiter (678, 682) 
anschlie&t. 

25. Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20, 21, oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die wenigstens eine Umlenkeinheit (50, 66) einen Spiegel (350, 
366) umfasst. 

26. Mikroskop (10) nach Anspruch 20, 21, 22, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass die wenigstens eine Umlenkeinheit (50, 66) einen gekrummten 
Spiegel {450, 466) umfasst. 

27. Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20, 21, oder 22, 
5 dadurch gekennzeiciinet, 

dass die wenigstens eine Umlenkeinheit (50, 66) einen gekrummten 
Lichtleiter (778, 782) umfasst. 

28. Mikroskop (10) nacli einem der Anspruche 20 - 27, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Umlenkeinrichtung (576) vorgesehen ist, in die wenigstens 
zwei Umienkeinheiten (50, 66) integriert sind. 

29. Mikroskop (10) nach Anspruch 28, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

dass die Umlenkeinrichtung (576) angenahert ringformig ausgebildet 
und konzentrisch zur optischen Achse (54) angeordnet ist. 

30. Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20 - 29, 
20 gekennzeichnet durch 

eine Rotationseinrichtung fiir den Beleuchtungsstrahl (44). 

31. Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20 - 30, 
gekennzeichnet durch 

25 eine Aperturblende (62) im Durchgang (19) auf der der wenigstens 

einen Beobachtungseinrichtung (14, 22) zugewandten Seite der 
Eintrittsebene (45) zur Ausblendung der wenigstens einen Umlenk- 
einheit aus dem Beobachtungsstrahlengang. 



30 32. 



Mikroskop (10) nach einem der Anspruche 20-31, 
gekennzeichnet durch 
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eine bezuglich der Eintrittsebene (45) der wenigstens einen Beobach- 
tungseinrichtung (14, 22) zugewandten Seite angeordnete Filter- 
anordnung (272). 

33. Adapter (40) fur ein Mikroskop nach einem der Anspruche 1 - 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Adapter (40) in den Durchgang (19) des Mikroskopgehauses 
(18) zwischen dem Objektiv (16) und der Beobachtungseinrichtung 
(14, 22) einsetzbar ist, und die wenigstens eine optische Einriclitung 
umfasst, die den Beleuchtungsstrahl (44) bereitstellt. 

34. Adapter (240) nach Ansprucfi 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Adapter (240) zwischen das Objektiv (16) und den Objek- 
tivanschluss des Mikroskopgehauses (18) einsetzbar ist. 



35, Adapter (40) nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Adapter (40) in eine fur andere, insbesondere zur DiC- 
Mikroskopie verwendete, optische Elemente vorgesehene Aufnahme 
(32) des IVlikroskopgehauses (18) einsetzbar ist. 

36. Adapter (40) nach einem der Anspruche 33 - 35 
dadurch gekennzeichnet, 

dass wenigstens eines der in den Anspruchen 1 - 32 genannten 
optischen Elemente in den Adapter (40) integriert ist. 



30 



37. 



Objektiv (816, 916, 1016, 1116) fur ein Mikroskop (10) nach einem 
der Anspruche 1 - 32, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass das Objektiv {816, 916, 1016, 1116) die wenigstens eine 
optische Einrichtung umfasst, die den Beleuchtungsstrahl (44) bereit- 
stellt. 

5 38, Objektiv (816, 916, 1016, 1116) nach Anspruch 37 
dadurch gekennzeichnet, 

dass wenigstens eines der in den Anspriichen 1 - 32 genannten 
optischen Elemente in das Objektiv (816, 916, 1016, 1116) inte- 
griert ist. 

10 

39. TIR-Mikroskop (10) umfassend 

ein Mikroskopgehause (18), 

ein eine optische Achse festlegendes Objektiv (1 6) aus minde- 
stens einenn jeweils mindestens eine Linse (48) umfassenden 
15 Linsensystem an einem Ende eines Durchgangs (19) des Mi~ 

kroskopgeliauses (18), 

wenigstens eine Beobachtungseinrichtung (14, 22), insbeson- 
dere ein Okular, an einem anderen Ende des Durchgangs (19), 
eine Beleuchtungseinrichtung (24), deren Beleuchtungslicht 

20 von einer den Durchgang (19) senkrecht schneidenden Ein- 

trittsebene (45) ausgehend wenigstens einen Beleuchtungs- 
strahl (44) bildet, der durch das Linsensystenri verlauft und in 
einem vorgegebenen Winkel (yff) zur optischen Achse groISer 
Null auf einen Objekttrager (36) auftrifft, welcher im Bereich 

25 eines Totalreflexionswinkels bei Auftreffen des Belechtungs- 

lichts auf eine Grenzflache zwischen einem zu beobachtenden 
Objekt und einem Objekttrager liegt 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der von der Eintrittsebene (45) ausgehende wenigstens eine 
30 Beleuchtungsstrahl (44) von einer optischen Einrichtung bereitge- 

steilt wird, deren im Bereich des Durchgangs (19) liegender Quer- 
schnitt wesentlich kleiner als der Querschnitt des Durchgangs (19) 
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ist und daS der Beleuchtungsstrahl (44) zwischen der optischen 
Einrichtung auf dem Linsensystem mit Abstand zur optischen Achse 
verlauft. 
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